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論 文 内 容 の 要 旨 
〔 目的 〕 
 上皮細胞の主な細胞間接着装置としてアドヘレンスジャンクション（AJ）とタイトジャンクション（TJ）が存在
する。TJ の形成は E-カドヘリンが形成する AJ に依存しており、AJ が破壊されると TJ も破壊されることが知られ




皮由来 MDCK 細胞を用いて、低カルシウム濃度 TPA 培養下におけるネクチン接着部位での E-カドヘリン非依存的
な TJ 形成機構を検討した。 
〔 方法ならびに成績 〕 
Ⅰ. E-カドヘリンの局在の解析 
 これまでの報告のとおり、ネクチン-1 を発現させた MDCK 細胞（ネクチン-1-MDCK 細胞）を 2μM の低カルシ
ウム濃度で培養した後、2 mM の通常カルシウム濃度で培養すると、AJ・TJ 構成分子は細胞間接着部位に濃縮する。
一方、低カルシウム濃度 TPA 存在下で培養すると、E-カドヘリンは細胞間接着部位に濃縮が認められず、TJ が形成
される。しかしこの時、E-カドヘリンの裏打ちタンパク質であるカテニンは細胞間接着部位へ濃縮していた。そこで、
E-カドヘリンの局在を調べるため GFP を融合した GFP-E-カドヘリンを発現させると、GFP のシグナルは細胞間接
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Ⅱ. E-カドヘリンの接着力の解析 






Ⅲ. ネクチン接着部位へのノントランス結合型 E-カドヘリンの集積 
 ネクチン-1 はネクチン-3 と細胞外ドメインでトランス結合する。まずネクチン-3 の細胞外ドメインをヒト IgG Fc
領域に融合させたキメラタンパク質（Nef-3）を作製し、抗ヒト Fc 抗体を用いて Nef-3 をラテックスビーズに固相化
したNef-3ビーズを作成した。ネクチン-1-MDCK細胞をNef-3ビーズとともに低カルシウム濃度TPAで培養すると、
細胞とビーズの接着部位にネクチンが集積した。さらにその接着部位に GFP-E-カドヘリンとカテニンが集積した。
以上の結果から、低カルシウム TPA 培養下において、ネクチン接着部位にトランス結合していない E-カドヘリンが
集積することが示唆された。 
Ⅳ. 細胞間接着形成初期におけるネクチン接着部位の重要性 
 低カルシウム濃度 TPA 培養下において、ネクチン接着部位にトランス結合していない E-カドヘリンやカテニン、
および TJ 構成分子が集積する。そこで、細胞間接着形成初期にネクチン接着部位が必要かどうかを検討した。ネク
チン阻害剤によってネクチンのトランス結合を阻害すると、細胞間接着部位に AJ・TJ 構成分子は濃縮しなかった。
このことから、低カルシウム TPA 培養下において、ネクチンのトランス結合が AJ・TJ 構成分子の集積に関与する
ことが明らかになった。 
〔 総括 〕 
 今回、低カルシウム濃度 TPA 培養下における E-カドヘリン非依存的な TJ 形成機構について、以下のことがわか
った。E-カドヘリンは細胞膜表面に存在しているが、トランスに結合していないことを見出した。E-カドヘリンのト
ランスな結合は必ずしも TJ 形成に必要ではないと考えられた。次に、この E-カドヘリンは細胞内領域にカテニンを
連結し、ネクチン接着部位に集積することを明らかにした。また、ネクチンのトランス結合は細胞間接着形成に必要
であることを明らかにした。TPA により Protein Kinase C（PKC）が活性化されることから、ネクチン接着部位で
の E-カドヘリン非依存的な TJ 形成機構は PKC の活性化の関与が示唆される。 
論 文 審 査 の 結 果 の 要 旨 
 上皮細胞の細胞間接着にはタイトジャンクション（TJ）やアドヘレンスジャンクション（AJ）が存在する。接着
分子として TJ にはクローディンが、AJ にはカドヘリンとネクチンが主に局在している。TJ の形成は、E-カドヘリ
ンが形成する AJ に依存しており、AJ が破壊されると TJ も破壊されることが知られている。しかし、MDCK 上皮
細胞を低カルシウム濃度で培養すると AJ とともに TJ が消失するが、ホルボールエステル（TPA）を加えると、カ
ドヘリン非依存的な TJ が形成されることが知られている。 




形成が阻害されることを明らかにした。以上の結果から、低カルシウム濃度 TPA 作用条件下における TJ 形成には、
ネクチンのトランス結合が必要であるが、カドヘリンのトランス結合は必ずしも必要ではないことが明らかとなった。 
 本研究は、上皮細胞の細胞間接着形成の分子メカニズムを解明する上で重要であり、実験結果自体の意義だけでな
く、今後の研究への発展も期待できる。したがって、本研究はこの申請者の博士（医学）の学位授与に値する。 
